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1摘要
转录因子 Sp3是转录因子 Sp/KLF蛋白家族的一员，广泛存在于人体的各种
组织细胞中，具有转录激活和转录抑制的双重调控作用。Sp3在多种肿瘤中高表
达，参与多种肿瘤形成、增殖和凋亡等过程，但在胃癌细胞中的研究较少。TFF2
是三叶因子家族中的一员，在胃和十二指肠黏膜表达。TFF2在胃癌组织中低表
达甚至缺失，其表达水平与胃癌细胞的分化程度相关，是潜在的胃癌抑制基因。
目前，关于 TFF2在胃癌中的功能仍存在争议。因此，本文意在阐明 TFF2和 Sp3
对胃癌细胞系功能的影响，并对二者的相互作用进行探讨。
本课题研究中，我们将 Sp3作为一个独立的因素来研究其在胃癌中的作用，
同时也对 TFF2的功能进行了相关研究。我们构建了干扰 Sp3表达的质粒，并转
染了 BGC-823和 SGC-7901两株胃癌细胞系，并筛选出稳转细胞株。利用稳转
细胞株行MTT增殖实验、Transwell实验、划痕实检测胃癌细胞增殖、侵袭迁移
以及 Sp3对胃癌细胞周期的影响。结果表明 Sp3具有促进细胞增殖、迁移侵袭的
作用，并且能使细胞阻滞在 G1期。其次，我们构建了 TFF2-HA-pcDNA6.0的过
表达 TFF2质粒，转染 BGC-823胃癌细胞株并筛选稳定过表达 TFF2的细胞株。
通过MTT实验检测 TFF2对胃癌细胞增殖的影响；通过 Transwell实验和划痕实
验检测 TFF2对胃癌细胞侵袭迁移的影响；我们还检测了过表达 TFF2对细胞周
期的影响。结果显示 TFF2具有抑制细胞增殖，促进细胞侵袭迁移的作用，并且
能使胃癌细胞阻滞在 G1期。再次，我们检测了 Sp3对迁移侵袭相关蛋白的影响。
检测发现 Sp3与 TFF2在功能方面存在相互协同的方面，通过生物信息学方法认
为二者存在相互结合的可能性。接着我们通过蛋白质免疫共沉淀实验，证明了
TFF2和 Sp3存在蛋白水平的结合关系。
综上所述，TFF2具有抑制细胞增殖，促进细胞迁移侵袭的作用，并且能将
胃癌细胞阻滞在 G1期。Sp3具有促进细胞增殖、迁移侵袭的作用，并能将胃癌
细胞阻滞在 G1期。Sp3与 TFF2在功能方面存在相互协同的方面， TFF2和 SP3
存在蛋白水平的结合关系。
关键词：转录因子 Sp3；胃癌；三叶因子 2；
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2Abstract
Transcription factor Sp3 is a member of Sp/KLF transcription factors family,
widely exists in various kinds of tissue cells.Sp3 has the dual regulation of
transcription activation and its inhibition effect.Sp3 has high expression in a variety of
tumors, participates in a wide variety of tumor formation, proliferation and apoptosis,
but it has less research of gastric cancer cells. TFF2 is a potential suppressor gene in
gastric cancer, and the expression of TFF2 is associated with the differentiation of
gastric cancer cells. At present, the function of TFF2 in gastric cancer remains
controversial. Therefore, this article aims to clarify the influence of TFF2 and Sp3 on
the functions of gastric cancer cell lines and interaction between TFF2 and Sp3.
In this research, we built stable interfered Sp3 of BGC-823 and SGC-7901 gastric
cancer cell lines at first. We found that Sp3 promoted cell proliferation, migration and
blocked cell cycle in G1 phase. Then we built stable over-expressed TFF2 of
BGC-823 gastric cancer cell lines. We found that TFF2 inhibited the proliferation of
gastric cancer cell lines through MTT experiment; TFF2 promoted the migration and
invasion of gastric cancer cell through transwell test and wound healing test. We also
found that TFF2 blocked cell cycle in G1 phase. Finally, we found the combination of
TFF2 and Sp3 in protein levels by protein immune coprecipitation experiment.
To sum up, TFF2 inhibited cell proliferation, promoted cell migration, invasion
and blocked cell cycle in G1 phase. Sp3 promoted cell proliferation, migration, and
invasion and blocked cell cycle in G1 phase. Functions of Sp3 and TFF2 in gastric
cancer cells are probably associated with cadherin and β-catenin.TFF2 binds to Sp3
protein in GES-1 cells and 293T cells.
Key words: transcription factor Sp3; Gastric cancer; trefoil factor 2 (TFF2)
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第 1章 前言
1
第 1章 前言
1.1胃癌的流行病学及发病机制
尽管胃癌的发病率逐年下降，但是在全球范围内，胃癌仍是癌症相关性死亡
的第二大原因[1]。胃癌的发病率在不同地区存在较大差异，欠发达地区的发病率
较发达地区高，大约一半的胃癌发生于东亚，其中中国、日本和韩国等国尤为为
高发。在中国，每年约有超过 40万新诊断的胃癌患者，其中约有 30万人死亡，
占全球胃癌总死亡率的 40%。男性的发病率达女性发病率两倍，发病年龄以中老
年人高发。绝大部分的胃癌为腺癌，约占 95%，另外还有间质瘤、胃恶性淋巴瘤
和类癌等。虽然由于技术的进步，早期胃癌的检出率有所上升，治疗效果也有所
改善，但是胃癌的五年生存率仍小于 40%，欠发达地区的生存率更低[2]。胃粘膜
一旦发生了不可逆转的组织学变化则需要内镜监测，诊断早期胃癌的患者应及时
行内镜或手术切除。
目前普遍认为胃癌的产生是宿主、环境因素和幽门螺杆菌感染综合作用的结
果。目前关于胃癌发生发展机制的研究仍是科研工作者研究的热点，胃癌发生发
展中相关基因的研究尤为重要。正常情况下，胃粘膜细胞的生长增殖凋亡再生都
受到癌基因与抑癌基因、细胞粘附因子、DNA修复基因以及各种生长因子的调
控，是各个系统各司其职、复杂有序的过程。随着分子生物学的发展近年来在胃
癌发生发展机制方面取得了较多进展，现已证明明确与胃相关的基因包括 c-met、
c-erbB2、c-myc、ras以及 akt-2等。与肿瘤细胞快速增殖和淋巴及转移相关的有
met和 erbB2。胃癌早期 ras、c-met发生过表达。抑癌基因在细胞增殖和分化起
着至关重要的作用，当抑癌基因失活或突变时可能引起胃癌的发生和转移，这些
基因包括 p53、p16、APC和 nm23等。同时研究者还发现转化生长因子、表皮
生长因子血小板转化生长因子和胰岛素样生长因子 II等调节肽在胃癌发生发展
过程中起到了调节作用；环氧合酶-2的高表达与胃癌的淋巴结浸润以及不良预后
相关[3]。
胃腺癌中壁细胞还可见到以下变化：如 E钙粘附素、FHIT、TFF1表达缺失、
DARP32的异构体 t-DARP过表达[4, 5]、ERBB2过表达[6]。多种抑癌抑癌基因在胃
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癌组织中甲基化都是肿瘤的预后指标，如 GSTP1、APC、DAKP、CDKN2A、CDH1
等。胃癌患者外周血成分的变化更有利于早期诊断和估计预后，如 CD44变异体、
CK-20、CEA、CA-125、抗 p53抗体和 CA19-9提示胃癌播散[7-10]。外周血 TIMP-1、
IL-10、HGF、IL-2的可溶性受体和 E钙黏素可溶性片段与高侵袭性和预后不良
相关[11-14]。通过对胃癌关键性分子改变的研究都可能为胃癌的早期诊断、降低胃
癌的高死亡率、提示患者的预后提供新的途径。虽然目前关于胃癌发生发展机制
的研究非常多，但是目前为止尚未形成以明确的、详尽的胃癌的致病模型。因此，
需要研究者们更进一步的研究以阐明胃癌发生发展的确切机制。
1.2 三叶因子家族
三叶因子家族是一组以具有三叶因子结构域和 C端二聚结构域为特征的分
泌肽，其成员包括 TFF1（乳腺癌相关肽）、TFF2（解痉多肽）和 TFF3（肠三叶
因子）。 TFF1最早是在乳腺癌细胞系中发现的，其主要在胃粘膜表达[15, 16] ，是
一种胃癌抑制基因。TFF2是一种潜在的胃癌抑制基因，分布在胃黏膜和十二指
肠布鲁尼尔腺[17]。而 TFF3由肠分泌，具有促进肿瘤发展的作用[18]。目前的研究
表明三叶因子家族具有调控消化系统功能的作用，主要包括粘膜保护作用、上皮
细胞重建、肿瘤抑制或促进、信号转导以及调控细胞的增殖和凋亡。然而，三叶
因子家族作用的机制目前仍不明确。
三叶因子家族由粘液分泌细胞分泌到上皮粘膜表面的小分子可溶性蛋白成
分的多肽家族。1982年，TFF1最先是在雌激素诱导的人类乳腺癌细胞系MCF-7
中分离得到[19]，同年 TFF2也从猪的胰腺中分离出来[6]。1991年，TFF3也从大
鼠空肠分离出来[18]。三叶因子在人类正常胃肠道表达最丰富[20]，因此，研究者认
为三叶因子家族与胃肠道疾病的发生发展存在一定关联。目前关于三叶因子家族
成员的结构和生物学功能，转录和表达、转录调控、结合的蛋白以及信号通路、
三叶因子家族在临床上的应用都有大量的研究。
1.2.1蛋白质结构及功能
三叶因子家族的基因定位于 21 号染色体长臂 21q22.3中长度为 55 kb 的片
段内[21]。TFF2定位于 21q22.3，全长 717kb。TFF2 含有四个外显子、表达两个
三叶因子结构域。三叶因子家族共有的三叶因子结构域，该结构域包括 42或 43
个氨基酸残基，肽链中的半胱氨酸通过分子内的二硫键相互连接，使整个肽链的
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扭曲和折叠，从而形成了一个稳定的三叶结构[22]。三叶因子均为分泌蛋白，成熟
肽是其活性形式，TFF2有 106个氨基酸,其中 N端 1-23个氨基酸为其信号肽，
总分子量为 12kDa。C端半胱氨酸-X-X为三叶因子的必要结构，通过半胱氨酸
形成的二硫键以形成同源或异源二聚体[23]。TFF2在正常胃粘膜高表达，亚细胞
定位则主要是在胞质中表达。
目前，针对三叶因子家族生物学功能的研究颇多，主要是关于 TFF1和 TFF3
功能的研究，而关于 TFF2生物学功能的研究相对较少。研究者们认为 TFF1是
乳腺癌的原癌基因[24]，但是此观点颇具争议。有研究者的研究表明 TFF1不但并
非如腺上皮细胞的原癌基因，而且在乳腺癌中还具有肿瘤抑制作用[25]。很多研究
结果表明 TFF1能够抑制胃癌细胞的生长并诱导凋亡[26]。TFF1还参与胃肠粘膜
的保护和损伤后修复，具有抗炎作用[27, 28]。而 TFF3被认为具有促肿瘤作用，参
与了炎症到肿瘤发生的过程，并与肿瘤大小、肿瘤细胞扩散、淋巴节的转移、细
胞侵袭、血管生成以及肿瘤复发等相关[29-36]。目前认为，TFF2可能具有保护和
稳定胃肠道粘膜的作用[37]。有研究者认为 TFF2促进乳腺癌和胃癌的成瘤[38, 39]；
而另外也有研究者认为 TFF2在胃癌中扮演的是一个肿瘤抑制因子的角色，能够
抑制成瘤和癌细胞迁移[40, 41]。目前，主流观点还是认为 TFF2是一种肿瘤抑制因
子。有研究报道，分别检测胃癌患者的癌组织和癌旁组织，非癌患者的胃粘膜中
TFF2的表达水平，可以发现恶性程度越高 TFF2的表达量越少，提示 TFF2可能
与胃癌的致癌过程有关。但也有研究结果表明胃癌组织中的表达是增加的，并推
测 TFF2过表达与侵袭、迁移和不良预后相关。这些矛盾可能是由于样本癌症细
胞的类型不同所致。
1.2.2表达与调控
三叶因子的表达常受到其他因素影响，胃泌素能够促进 TFF2的表达[42]，非
甾体抗炎药也能通过活化过氧化物酶体增殖因子活化受体γ（PPAR γ）上调 TFF2
的表达，这可能与 TFF2减轻非甾体抗炎药对胃粘膜的损伤有关[43]。此外，炎症
因子和转录因子也参与三叶因子家族的表达，过表达 IL-1β和 IL-6抑制 TFF1
和 TFF2的表达，并促使粘膜损坏和胃癌发生[44]。另外，胃癌细胞学实验证明 IFN-
γ下调 TFF2的表达，而对 TFF1、TFF3无显著影响[45, 46]。转录因子 GATA-6可
上调 TFF1和 TFF2的表达[46]。
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1.2.3结合蛋白及信号通路
胃动蛋白 2在多数胃癌组织中表达缺失且能够抑制胃癌细胞的增殖、迁移和
侵袭[47, 48]。胃动蛋白能够与 TFF1结合形成异二聚体，但不能与 TFF2和 TFF3
结合[45]，此异二聚体跟胃癌的发生发展有关。由于胃动蛋白 2与 TFF2定位不同，
不能形成异二聚体，很大可能不会发生相互作用 [49]。但小鼠体内能检测到
GKN2-TFF2融合蛋白，这表明胃动蛋白在人类和小鼠的结合特性不同[50]。GKN3
是 TFF2的一个潜在结合蛋白[51] 。此外，高分子量的MUC6与 TFF2结合，CXCR4
受体是 TFF2的信号受体，CRP-ductin、纤维蛋白的β亚单位也是潜在的 TFF2
信号受体[52]。
Twist信号通路是调控上皮-间质转化（肿瘤迁移的主要机制）的信号通路，
已有实验证明 TFF3通过此信号通路影响肿瘤细胞迁移[53]。而 TFF1的抗肿瘤功
能是通过 miR-504/p53, miR-423-5p 和 miR218-5p/Erk1/2 信号通路实现的[54-57]。
暂未发现 TFF2作用相关的信号通路。
1.2.4待解决的问题及前景
三叶因子因其特异而稳定的三叶结构确保三叶因子不受消化酶和 pH 变化
的影响，有利于在胃肠道内复杂的环境中发挥其生物效应，而且其具有保护和修
复胃肠道粘膜的作用，这些特性显示了其潜在药用价值。由于三叶因子在多种肿
瘤中发现，尤其是胃肠道肿瘤，并且其表达常与肿瘤的良恶性程度相关，目前的
研究也表明三叶因子与肿瘤细胞的生物学功能密切相关，因此这种稳定的小肽可
作为肿瘤筛选的标记物或治疗药物（或靶点）。发现三叶因子家族二十多年以来，
研究者对其与胃癌的关系进行了大量的研究，但是三叶因子在胃癌的发生发展中
所发挥的功能和具体调控机制仍不清楚。三叶因子的生物学功能、受体以及相关
的信号通路有待进一步阐明。尤其是三叶因子 2在胃癌的发生发展中的功能仍有
较大争议，其参与的信号通路也不清楚，亟待研究者们进一步探究。
1.3 转录因子 SP3
转录因子 Sp3是转录因子 Sp/KLF蛋白家族的成员之一，Sp/KLF蛋白家族属
于特殊转录因子，含有高度保守的 DNA 结合区域，在碳端有三个串联的
Cys2His2 型锌指结构域，该结构域使 Sp/KLF蛋白家族成员能与 GC/GT 盒及
基本的转录元件结合，从而调控多种基因的转录过程。Sp3 几乎在所有哺乳动物
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